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Развитие молекулярно-генетических методов дает возможность уточнить происхожде-
ние и демографическую историю пород сельскохозяйственных животных. Сохранившиеся в кра-
ниологических коллекциях образцы костей и зубов служат источником ДНК для подобных ис-
следований. Работа с историческими образцами осложняется наличием очень малых количеств 
ДНК, высокой степенью ее деградации и загрязнением образцов ингибиторами ПЦР. Целью 
настоящей работы было сравнение результативности различных методов экстракции ДНК из 
исторических черепов крупного рогатого скота, пригодной для проведения молекулярно-генети-
ческих исследований. Материалом служили зубы, извлеченные из исторических черепов крупного 
рогатого скота ярославской и холмогорской пород, хранящихся в краниологической коллекции 
Музея животноводства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ—МСХА им. К.А. Тимирязева. На первом этапе 
сравнивали различные методы выделения ДНК согласно протоколам к соответствующим коммер-
ческим наборам, модифицируя используемое количества костного материала и условия лизиса: 
Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США), COrDIS 
«Экстракт» декальцин (ООО «ГОРДИЗ», Россия), М-сорб-кость (ООО «Синтол», Россия), 
QIAamp DNA Investigator Kit («Qiagen», США). По результатам предварительных исследований 
для более детального анализа отобрали QIAamp DNA Investigator Kit («Qiagen», США), в кото-
ром реализована технология выделения на колонках с силикагелевой мембраной, и Prep Filer™ 
BTA Forensic DNA Extraction Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США), основанный на исполь-
зовании магнитных частиц. Количественные и качественные характеристики полученной ДНК 
оценивали измерением концентрации двухцепочечной ДНК на флуориметре Qubit™ («Invitrogen, 
Life Technologies», США) и по соотношению поглощения при  = 260 нм и  = 280 нм на прибо-
ре NanoDrop 8000 («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). Пригодность полученных препаратов 
ДНК для молекулярно-генетических исследований оценивали на основании мультиплексного анали-
за 11 микросателлитных локусов (TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA122, 
INRA23, TGLA126, BM1818, ETH225, BM1824), а также полногеномного генотипирования на 
ДНК-чипах высокой плотности, содержащих более 777 тыс. SNP (single nucleotide polymorphism) 
(Bovine HD BeadChip, «Illumina Inc.», США). Концентрации двухцепочечной ДНК, полученной с 
использованием наборов QIAamp DNA Investigator Kit и Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extrac-
tion Kit, варьировали соответственно от 0,146 до 2,060 нг/мкл и от 0,110 до 13,600 нг/мкл, со-
ставив в среднем 0,83±0,23 и 2,75±1,33 нг/мкл. Коэффициент корреляции (r) между концентра-
цией двухцепочечной ДНК в препаратах, полученных двумя разными методами, составил 0,84. 
Анализ микросателлитов в образцах ДНК 10 исторических черепов скота холмогорской и яро-
славской пород показал, что каждый из образцов несет свой уникальный генотип, отличающий 
его от других исторических и современных особей. Результативность SNP-генотипирования ис-
торических образцов составила 0,533-0,878 и 0,958-0,977 для препаратов ДНК, полученных с 
использованием соответственно QIAamp DNA Investigator Kit и Prep Filer™ BTA Forensic DNA 
Extraction Kit. Результаты анализа микросателлитов и генотипирования SNP, с одной сторо-
ны, показывают пригодность полученной ДНК для проведения исследований полиморфизмов, с 
другой — подтверждают соответствие лаборатории, в которой были проведены эти исселдова-
ния, критериям аутентичности для работы с древней ДНК. Проведение широкомасштабных 
исследований исторических образцов с использованием различных типов ДНК маркеров позво-
лит уточнить происхождение и демографическую историю отечественных пород крупного рога-
того скота и разработать эффективные программы их сохранения. 
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Изучение эволюции и демографической истории пород сельскохо-
зяйственных животных становится возможным благодаря вовлечению в 
исследования исторических и ископаемых образцов (1). Несмотря на то, 
что после смерти организма ДНК разрушается в процессе ферментативных 
реакций, при благоприятных условиях молекулы способны сохраняться в 
течение сотен и тысяч лет (2, 3).  

Основная проблема при изучении ископаемой ДНК — загрязнение 
экстрактов или реагентов молекулами современной ДНК. Практически с 
самого начала работ с ископаемыми пробами вставал вопрос о том, дей-
ствительно ли полученная ДНК принадлежит историческим образцам. В 
результате многочисленных исследований были сформулированы следую-
щие так называемые критерии аутентичности: проведение в каждой пар-
тии образцов реакции с «чистым экстрактом», то есть без использования 
ископаемой ДНК; исследование каждого образца в дубликатах с последу-
ющим сравнением полученных результатов; контроль длины получаемых 
фрагментов (наличие продуктов ПЦР длиной более 500-700 п.н. может 
вызывать подозрение) (4-6). Соблюдение вышеназванных критериев — 
обязательное условие при работе с ископаемыми образцами. Минималь-
но необходимыми требованиями при работе с древней ДНК считают 
наличие физически изолированной рабочей зоны, в которой проводятся 
все исследования до стадии амплификации (7); использование отрица-
тельных контролей при амплификации и избегание (по возможности) 
положительного контроля, поскольку он несет опасность загрязнения (8, 
9); повторяемость результатов, получаемых из разных экстракций ДНК 
одного и того же образца (10).  

Поскольку мягкие ткани сохраняются очень плохо, для получения 
ДНК используются главным образом костные останки (11, 12). Лучшими 
субстратами для получения ДНК считают внутреннюю часть височной ко-
сти и слой цемента в корнях зубов, при этом систематической разницы в 
содержании ДНК между двумя субстратами не выявлено (13). Однако 
костная ткань чрезвычайно трудно поддается измельчению и растворению. 
Кроме того, древние кости и зубы часто содержат большое количество ин-
гибиторов ПЦР, которые экстрагируются совместно с ДНК (12, 14, 15). 
Древняя ДНК достаточно сильно повреждена (16-18), поэтому следует из-
бегать чрезмерно агрессивных обработок образца, таких как высокие тем-
пературы или использование сильных детергентов (19). Существует не-
сколько способов выделения древней ДНК, включая осаждение этанолом 
или изопропанолом (12, 15), концентрирование ДНК с использованием 
мембран и связывание ДНК с диоксидом кремния (20-22). 

Независимо от метода выделения ДНК, подготовка образца вклю-
чает несколько этапов. Сначала кости (зубы) промывают детергентом и 
дистиллированной водой, а затем стачивают 2-3 мм ткани, чтобы удалить 
поверхностные загрязнения и современную ДНК. Очищенные костные 
фрагменты обрабатывают УФ-светом ( = 254 нм) в течение 30 мин и ме-
ханически измельчают в тонкую муку. Далее следуют этапы растворения 
костного порошка в лизирующем растворе, отмывание от примесей, инги-
бирующих ПЦР, получение очищенного экстракта ДНК. Лизирующие 
растворы могут различаться по составу, но, как правило, содержат проте-
иназу К, этилендиаминтетрауксусную кислоту (EDTA), натриевую соль N-
лаурилсаркозина. Отличительная особенность процесса лизиса костного 
порошка — длительность инкубации. Для эффективного растворения кле-
ток рекомендуется проводить лизис при заданной температуре и непре-
рывном перемешивании в течение не менее 24 ч. Увеличение времени ли-
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зиса до 48 ч и более целесообразно только при больших навесках образца 
и объемах раствора. В противном случае оно не приводит к значительному 
улучшению качества и повышению выхода конечного продукта. Далее 
следует очистка ДНК из лизатов, для выполнения которой находят при-
менение различные методы. 

Наиболее простой метод — осаждение ДНК этанолом или изопро-
панолом, промывка осадка с целью удаления примесей из раствора и рас-
творение ДНК в бидистиллированной воде или буфере. Основные досто-
инства данного метода — быстрота получения результата и низкая стои-
мость. К недостаткам следует отнести высокую трудоемкость, повышен-
ную вероятность потери образца или кросс-контаминации образцов, если 
несколько проб обрабатываются одновременно (23, 24). 

Для получения чистых препаратов ДНК эффективно применение 
колонок с силикагелевой мембраной. Нуклеиновые кислоты избирательно 
связываются с мембраной, а примеси удаляются последовательным добав-
лением промывочных буферов и посредством центрифугирования. На за-
вершающем этапе используется элюирующий буфер, который вымывает 
нуклеиновые кислоты из мембраны. К достоинствам метода относятся не-
высокая трудоемкость и низкая вероятность ошибок со стороны исследо-
вателя, хорошее качество получаемой ДНК. Также не требуется применять 
опасные для человека и окружающей среды реагенты, такие как фенол и 
хлороформ. Метод был реализован в ряде коммерческих наборов: Pure 
Link® Genomic DNA Mini Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США); Nu-
cleo Spin® Tissue («MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG», Германия); 
QIAamp DNA Investigator Kit («Qiagen», США) (25), что позволяет стан-
дартизировать процесс выделения ДНК. Недостаток использования ком-
мерческих наборов — их относительно высокая стоимость. 

Перспективный метод очистки нуклеиновых кислот — использо-
вание в качестве сорбента магнитных частиц, которые изготавливаются 
из различных синтетических полимеров, биополимеров, пористого стекла 
или на основе неорганических магнитных материалов, таких как оксид 
железа (26). ДНК обратимо связывается с поверхностью магнитных ча-
стиц и после серии отмывок и удаления примесей легко снимается с 
сорбента при помощи элюирующего буфера. Метод удобен, технологи-
чен, пригоден для подготовки образцов к ПЦР-амплификации. Однако 
возможны потери продукта вследствие необратимой сорбции на носите-
ле, а также в процессе многочисленных отмывок, что критично при рабо-
те с малыми количествами ДНК в образце (27). Метод успешно использо-
ван в коммерческих наборах Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 
(«Thermo Fisher Scientific, Inc.», США); Quick-DNA/RNA MagBead («Zymo 
Research», США). 

При изучении ископаемых образцов костей человека показано 
преимущество метода выделения ДНК с использованием силикагелевых 
колонок в отношении как количества получаемой ДНК (28, 29), так и 
размера фрагментов (29). Так, при применении силикагелевых колонок 
более высокая концентрация ДНК была получена в 68,4 % образцов, при 
использовании QIAquick PCR Purification Kit® («Qiagen», США) — в 
21,05 % образцов (28). 

В качестве материала для исследований демографической истории 
пород домашних животных интерес представляют исторические черепа и 
их части, сохраняемые в краниологических коллекциях. Краниологиче-
ский метод, предложенный в 1865 году L. Rütimeyer, был основным при 
изучении происхождения домашних животных в конце XIX—первой по-
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ловине XX века (30). Это обусловило создание хорошо документирован-
ных краниологических коллекций, однако лишь несколько из них сохра-
нились до наших дней. Одна из таких коллекций, собранная профессором 
L. Adametz и насчитывающая около 1300 черепов старых пород крупных 
домашних животных Центральной Европы, хранится в Музее истории 
естествознания в Вене (Natural History Museum Vienna, Naturhistorisches 
Museum Wien; https://www.nhm-wien.ac.at/en/research/1_zoology_vertebra-
tes/archaeo-zo-ological_collection). 

Уникальная коллекция черепов отечественных и завозимых в ста-
рую Россию иностранных пород домашних животных (крупного рогатого 
скота, свиней, лошадей) собрана академиком Е.Ф. Лискуном и находится 
в РГАУ—МСХА им. К.А. Тимирязева. Коллекция содержит более 700 че-
репов животных, в том числе 350 — крупного рогатого скота 41 породы и 
породной группы (31). 

Вместе с тем использование черепов из краниологических коллек-
ций в качестве источника ДНК осложняется тем, что их подготовка к де-
понированию включает вываривание (в течение нескольких часов), а в 
ряде случаев отбеливание (в растворе аммиака с перекисью водорода) и 
обработку фосфорной кислотой или хлорамином для придания естествен-
ного оттенка. Такая обработка приводит к существенной деградации нук-
леиновых кислот, поэтому при использовании исторических образцов в 
качестве источника ДНК необходима оптимизация методики, которая 
позволяет получать препараты ДНК, по количественным и качественным 
характеристикам пригодные для исследований различных типов полимор-
физмов. Особенно критично получение достаточного количества ядерной 
ДНК, представленной всего двумя копиями на клетку, в отличие от мито-
хондриальной, количество копий которой в одной клетке составляет от 
100 до 10000 (32). 

В настоящей работе мы впервые получили препараты ДНК, при-
годные для проведения молекулярно-генетических исследований, из об-
разцов черепов крупного рогатого скота, датированных первой половиной 
XX века и подвергшихся термической и химической обработке при подго-
товке для депонирования в коллекциях. 

Целью работы было сравнение результативности различных мето-
дов экстракции ДНК из исторических черепов крупного рогатого скота. 

Методика. Материалом служили зубы, извлеченные из историче-
ских черепов крупного рогатого скота ярославской и холмогорской по-
род, хранящихся в краниологической коллекции Музея животноводства 
им. Е.Ф. Лискуна РГАУ—МСХА им. К.А. Тимирязева. При проведении 
исследований соблюдались все стандарты, установленные критериями 
подлинности древней ДНК (33).  

Зубы очищали от механических загрязнений, промывали детер-
гентом и дистиллированной водой, чтобы удалить поверхностные загряз-
нения и современную ДНК. Затем их облучали ультрафиолетовым светом 
( = 254 нм) в течение 30 мин. С использованием настольной электриче-
ской пилы MBS240/E («Proxxon», Германия), оборудованной биметалличе-
ским полотном, зубы продольно распиливали на две части. После этого с 
помощью мини-дрели Dremel 3000-15 («Dremel», США) с алмазным бором 
из внутренней части зубов высверливали мелкодисперсный порошок. Вы-
сверливание проводили на минимальных оборотах ( 8000 об/мин) с пере-
рывами для предупреждения чрезмерного нагрева дентина и уничтожения 
ДНК под действием высоких температур. Образующийся костный поро-
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шок пересыпали в предварительно облученные под ультрафиолетом сте-
рильные пробирки типа эппендорф с системой Safe-Lock (1,5 мл). 

На первом этапе сравнивали различные методы выделения ДНК, 
реализованные в форме коммерческих наборов, с модификацией исполь-
зуемого количества костного материала и условий лизиса: Prep Filer™ BTA 
Forensic DNA Extraction Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США), COrD-
IS «Экстракт» декальцин (ООО «ГОРДИЗ», Россия), М-сорб-кость (ООО 
«Синтол», Россия), QIAamp DNA Investigator Kit («Qiagen», США). 

Для более детальных исследований были отобраны наборы QIAamp 
DNA Investigator Kit, в котором реализована технология селективного свя-
зывания ДНК на кремниевой мембране, и Prep Filer™ BTA Forensic DNA 
Extraction Kit, основанный на использовании магнитных частиц. С целью 
получения сопоставимых результатов протоколы выделения, рекомендо-
ванные производителями для каждого из наборов, были модифицированы. 
Навески образцов приводили к единой массе (100±3 мг), время лизиса 
увеличивали до 24 ч при температуре 56 С, скорость ротации составила 
1100 об/мин. Дальнейшее увеличение времени лизиса до 48 ч не оказыва-
ло значительного положительного влияния на качество и количество по-
лучаемой ДНК. Время элюирования при выделении набором QIAamp 
DNA Investigator Kit было увеличено до 30 мин. 

Качество полученных препаратов ДНК оценивали следующим об-
разом: измеряли концентрацию общей ДНК и соотношение поглощения 
препарата при  = 260 нм и  = 280 нм на приборе NanoDrop 8000 
(«Thermo Fisher Scientific, Inc.», США); определяли концентрацию двух-
цепочечной ДНК на флуориметре Qubit™ (1.0) («Invitrogen, Life Technolo-
gies», США). 

Для оценки пригодности полученных препаратов ДНК для прове-
дения молекулярно-генетических исследований был выполнен мульти-
плексный анализ по 11 микросателлитам (TGLA227, BM2113, TGLA53, 
ETH10, SPS115, TGLA122, INRA23, TGLA126, BM1818, ETH225, BM1824) 
с использованием панели, разработанной в ФНЦ животноводства — ВИЖ 
им. академика Л.К. Эрнста, а также проведено полногеномное генотипи-
рование по примерно 777 тыс. SNP (single nucleotide polymorphism) на 
ДНК-чипах высокой плотности (Bovine HD BeadChip, «Illumina, Inc.», 
США). ПЦР-амплификацию осуществляли на термоциклере SimpliAmp 
Thermal Cycler («Life Technologies», США). Полиморфизм микросателлит-
ных маркеров исследовали на капиллярном генетическом анализаторе 
ABI3500 («Applied Biosystems», США) с помощью программного обеспече-
ния Gene Mapper v.5 («Applied Biosystems», США). Микросателлитные 
профили представителей современных пород были взяты из базы данных 
ФНЦ животноводства — ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста.  

SNP исследовали с помощью сканера iScan® System («Illumina, 
Inc.», США) и программного обеспечения, поставляемого с прибором. 

Филогенетическое дерево для современных и исторических образ-
цов крупного рогатого скота строили по методу UPGMA (Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic Mean) на основании генетических дистан-
ций M. Nei (Ds) (34), рассчитанных по микросателлитам в программе Po-
pulations, 1.2.32 (35), и визуализировали в программе SplitsTree, 4.13.1 (36).  

Результаты. Наборы, основанные на магнитных частицах (Prep 
Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit, COrDIS «Экстракт» декальцин и 
М-сорб-кость), в целом позволяли получать препараты ДНК с более вы-
сокой концентрацией (2,94-9,80 нг/мкл двухцепочечной ДНК, величина 
OD260/280 = 1,00-1,64). Однако чистота экстрактов, полученных с исполь-
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зованием спин-колонок с кремниевой мембраной (QIAamp DNA Investi-
gator Kit), при меньшей концентрации выделяемой ДНК (0,56-6,42 нг/мкл) 
оказалась выше (OD260/280 = 1,47-1,90). Для более детального изучения 
были выбраны наборы QIAamp DNA Investigator Kit и Prep Filer™ BTA 
Forensic DNA Extraction Kit. 

1. Концентрация и чистота препаратов ДНК, полученной из исторических об-
разцов зубов крупного рогатого скота ярославской и холмогорской пород с 
использованием различных методов 

¹ образца 
QIAamp DNA Investigator Kit Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 

Qubit, нг/мкл NanoDrop, 
нг/мкл OD260/280

 Qubit, нг/мкл NanoDrop, 
нг/мкл OD260/280

 

1 0,434 141,50 0,82 0,246 5,60 1,70 
2 2,060 23,02 1,71 13,600 79,40 1,87 
3 0,308 9,12 1,46 0,110 70,68 1,96 
4 0,316 33,80 1,83 1,260 26,51 1,67 
5 0,318 14,70 1,58 0,454 17,38 0,67 
6 0,334 16,44 1,54 0,540 18,75 1,59 
7 1,590 19,13 1,73 2,400 40,09 1,74 
8 0,884 15,19 1,72 2,600 42,48 1,64 
9 0,146 12,40 1,53 0,378 19,65 1,54 
10 1,910 16,57 1,90 5,880 64,23 1,88 
П р и м е ч а н и е. На флуорометре Qubit («Invitrogen, Life Technologies», США) измеряли концентра-
цию двухцепочечной ДНК, на приборе NanoDrop 8000 («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США) — кон-
центрацию общей ДНК. OD260/280 — показатель чистоты препарата ДНК (соотношение поглощения 
при  = 260 нм и  = 280 нм), измеренная на приборе NanoDrop 8000. 

 

Были выявлены существенные различия в концентрации ДНК как 
между образцами, так и между препаратами, полученными из одного об-
разца различными методами (табл. 1). Концентрации двухцепочечной 
ДНК, выделенной с использованием наборов QIAamp DNA Investigator Kit 
и Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit, варьировала соответствен-
но от 0,146 до 2,060 нг/мкл и от 0,110 до 13,600 нг/мкл, составив в сред-
нем 0,83±0,23 и 2,75±1,33 нг/мкл. В 8 из 10 образцов концентрация двух-
цепочечной ДНК была в 1,43-6,60 раза выше при использовании набора 
Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit по сравнению с QIAamp 
DNA Investigator Kit, в то время как в двух оставшихся образцах — в 1,76-
2,80 раза ниже. Коэффициент корреляции (r) между концентрацией двух-
цепочечной ДНК в препаратах, полученных двумя различными методами, 
составил 0,84. 

Полученные данные показывают, что основной фактор, влияющий 
на успешность выделения ДНК, — это сохранность образца, что согласу-
ется с результатами других исследований (28, 37, 38). Однако, в отличие от 
некоторых других работ (29), более высокие концентрации были получены 
нами при использовании метода на основе магнитных частиц. По всей 
видимости, это связано с сильной деградацией ДНК в процессе подготов-
ки черепов для депонирования в коллекциях. В результате экстрагируемая 
ДНК представлена очень короткими фрагментами, которые лучше удер-
живаются магнитными частицами, чем силикагелевой мембраной в про-
цессе промывки. 

Для оценки пригодности выделенной ДНК для проведения моле-
кулярно-генетических исследований и подтверждения соответствия лабо-
ратории критериям аутентичности были получены микросателлитные 
профили исторических образцов животных ярославской и холмогорской 
пород. Определены генотипы всех 11 исследованных локусов микросател-
литов (рис. 1). При этом следует отметить тенденцию снижения высоты 
пиков с увеличением длины аллеля микросателлитов, что указывает на 
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сильную деградацию полученной ДНК, которая представлена в основном 
низкомолекулярными фрагментами. 

 

 

Рис. 1. Результаты капиллярного электрофореза при мультиплексном анализе микросателлитно-
го профиля исторического краниологического образца (Н19.1) животного холмогорской породы 
крупного рогатого скота по 11 микросателлитным локусам: А — TGLA227 (аллели 83, 103), 
BM2113 (135, 137), TGLA53 (160, 166), ETH10 (220, 220), SPS115 (249, 255); Б — TGLA126 
(118, 118), TGLA122 (143, 153), INRA23 (200, 216), BM1818 (266, 266); В — ETH225 (142, 
142), BM1824 (182, 182). Ось Х — локусы и фрагменты (пики) которые в них детектированы; 
размер фрагментов (al 83, Changed al 103, Changed al 135 и т.д.) возрастает по мере продви-
жения по оси вправо). Ось Y — высота пика. Цветом отмечены разные метки для анализа-
тора. Полностью рисунок см. на сайте http://www.agrobiology.ru. 
 

 
Рис. 2. Филогенетическое дерево для современных и исторических образцов крупного рогатого 
скота, построенное по методу UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) на 
основании генетических дистанций M. Nei (34), которые были рассчитаны по микросателлитам 
в программе Populations, 1.2.32 (35): KHLM — современный образец холмогорской породы, 
YRSL — современный образец ярославской породы, KHLM_HIST — исторический образец 
холмогорской породы, YRSL_HIST — исторический образец ярославской породы. 

 

Анализ микросателлитных профилей исторических проб показал, что 
каждый из образцов несет свой уникальный генотип, отличающийся от 
генотипов других исторических и современных образцов. На филогенети-
ческом дереве, построенном на основании генетических дистанций 
M. Nei (34), рассчитанных по микросателлитам, это проявлялось в фор-

http://www.agrobiology.ru/articles/6-2019abdelmanova-ris1-rus.pdf
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мировании каждым образцом своей самостоятельной ветви (рис. 2). Во 
всех пяти исторических образцах ярославской породы и в трех из пяти 
исторических образцов холмогорской породы были идентифицированы 
приватные аллели, отсутствующие в других изученных популяциях. Ре-
зультаты анализа микросателлитов подтверждают соответствие лаборато-
рии, в которой проводились эти исследования, критериям для работы с 
древней ДНК.  

Результативность полногеномного генотипирования SNP при ис-
пользовании ДНК, выделенной с помощью магнитных частиц, была суще-
ственно выше, чем при использовании ДНК, выделенной с помощью 
кремниевых спин-колонок (табл. 2). Это может быть связано с тем обстоя-
тельством, что для анализа SNP размер фрагментов ДНК (в отличие от 
концентрации) не является критическим фактором. При анализе микроса-
теллитных локусов успешность амплификации определяется степенью де-
градации ДНК (18). 

2. Результативность полногеномного генотипирования ДНК, выделенной из ис-
торических образцов черепов крупного рогатого скота холмогорской породы, 
с использованием ДНК-чипов высокой плотности Bovine HD BeadChip («Il-
lumina, Inc.», США) 

¹ образца 
Qubit, 
нг/мкл 

NanoDro, 
нг/мкл 

OD260/280 Call Rate Способ выделения ДНК 

1 5,32 35,68 1,87 0,958 Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 
2 4,52 26,19 1,96 0,970 Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 
3 6,84 33,10 1,83 0,970 Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 
4 4,94 65,71 1,90 0,977 Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 
5 2,94 21,64 1,96 0,641 QIAamp DNA Investigator Kit 
6 1,18 21,15 1,86 0,533 QIAamp DNA Investigator Kit 
7 6,84 35,15 1,85 0,775 QIAamp DNA Investigator Kit 
8 4,48 24,75 2, 00 0,878 QIAamp DNA Investigator Kit 

П р и м е ч а н и е. На флуорометре Qubit («Invitrogen, Life Technologies», США) измеряли концентрацию 
двухцепочечной ДНК, на приборе NanoDrop 8000 («Thermo Fisher Scientific Inc.», США) — концентрацию 
общей ДНК. OD260/280 — чистота препарата ДНК (отношение степени поглощения при  = 260 и 
280 нм), измеренная на приборе NanoDrop 8000. Call Rate — доля генотипированных SNP от общего 
количества SNP на ДНК-чипе. 

 

Основными проблемами при проведении молекулярно-генетичес-
ких исследований древних и исторических образцов становятся низкие 
концентрации и высокая степень деградации ДНК в полученных экстрак-
тах (13, 14, 18, 22). Небольшая длина сохранившихся целевых фрагментов 
может быть существенным ограничением для анализа микросателлитов с 
большей длиной фрагментов (200 п.н. и более) (41, 42). Для однозначной 
интерпретации полученных профилей в ряде работ (42, 43) рекомендуется 
проводить амплификацию каждого образца не менее трех раз. SNP марке-
ры менее требовательны к степени деградации ДНК. Как показали иссле-
дования (29, 44), высокопроизводительное секвенирование и полногеном-
ное генотипирование SNP на ДНК-чипах позволят существенно расши-
рить спектр применяемых процедур обработки данных и более полно ис-
пользовать информацию, заключенную в исторической ДНК. 

Таким образом, мы показали возможность успешного выделения 
ДНК, пригодной для проведения молекулярно-генетических исследова-
ний, из исторических черепов крупного рогатого скота, сохраняемых в 
краниологических коллекциях. Сравнение двух различных методов выде-
ления ДНК, основанных на использовании колонок с силикагелевой мем-
браной (QIAamp DNA Investigator Kit) и магнитных частиц (Prep Filer™ 
BTA Forensic DNA Extraction Kit), выявило преимущество второго мето-
да. В 8 из 10 исследованных образцов концентрация двухцепочечной 
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ДНК была выше при использовании метода на основе магнитных ча-
стиц, в двух образцах — при использовании силикагелевых колонок, при 
этом средние значения концентрации ДНК составили соответственно 
2,75±1,33 и 0,83±0,23 нг/мкл. Анализ генотипов исторических образцов по 
11 микросателлитным локусам показал, что каждый из 10 исследованных 
образцов холмогорской и ярославской породы имеет свой уникальный ге-
нотип, отличающийся от других образцов. Исследование результативности 
полногеномного генотипирования SNP показало преимущество набора, 
основанного на использовании магнитных частиц (Prep Filer™ BTA Foren-
sic DNA Extraction Kit). При условии, что длина фрагментов в данном ти-
пе анализа не является критическим фактором, этот метод предпочтитель-
нее за счет получения более высоких концентраций ДНК. В целом следует 
отметить необходимость проведения широкомасштабных исследований 
исторических образцов с использованием различных типов ДНК марке-
ров, что станет весомым дополнением результатов, полученных при иссле-
довании современных представителей пород. Это позволит уточнить про-
исхождение и демографическую историю отечественных пород крупного 
рогатого скота и разработать эффективные программы их сохранения. 
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A b s t r a c t  
 

The development of molecular-genetic methods allows elucidating the origin and demo-
graphic history of breeds of farm animals. Samples of bones and teeth maintained in craniological 
collections can serve as a source of DNA for such studies. The work with historical samples is com-
plicated by the presence of a very low quantity of DNA, the high degree of its degradation and by 
the contamination of samples by PCR inhibitors. The aim of this work was the comparison of the 
efficiency of various methods of DNA extraction from historical cattle skulls, suitable for molecular 
genetic studies. The material was teeth extracted from historical skulls of cattle of the Yaroslavl and 
Kholmogor breeds stored in the craniological collection of the Liskun Museum of Livestock 
(Timiryazev Russian State Agrarian University—Moscow Agrarian Academy). At the first stage, we 
compared various DNA isolation methods implemented in the form of commercial kits, i.e. Prep 
Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit («Thermo Fisher Scientific Inc.», USA), COrDIS Extract 
decalcine («GORDIZ» LLC, Russia), M-sorb-bone («Syntol» LLC, Russia), QIAamp DNA Investi-
gator Kit («Qiagen», USA), with the modification of the amount of bone material and conditions of 
lylis. Based on preliminary research results, we selected for more detailed studies two kits, the QI-
Aamp DNA Investigator Kit («Qiagen», USA) which implements the technology of column with 
silica gel membrane, and Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit («Thermo Fisher Scientific 
Inc.», USA) which is based on using magnetic particles. The quantitative and qualitative characteris-
tics of the obtained DNA were evaluated by measuring the concentration of double-stranded DNA 
using a Qubit™ fluorimeter («Invitrogen, Life Technologies», USA) and determining the ratio of the 
absorption at 260 nm and 280 nm (OD260/280) on a NanoDrop 8000 instrument («Thermo Fisher 
Scientific, Inc.», USA). The suitability of the obtained DNA extracts for molecular genetic studies 
was assessed based on the multiplex analysis of 11 microsatellite loci (TGLA227, BM2113, TGLA53, 
ETH10, SPS115, TGLA122, INRA23, TGLA126, BM1818, ETH225, BM1824) as well as genome-
wide genotyping on high-density DNA chips containing 777 thousand SNPs (Bovine HD BeadChip, 
«Illumina, Inc.», USA). Concentrations of double-stranded DNA (dsDNA) obtained using QIAamp 
DNA Investigator Kit and Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit ranged from 0.146 ng/µl 
to 2.060 ng/µl and from 0.110 ng/µl to 13,600 ng/µl, respectively, and averaged 0.83±0.23 ng/µl and 
2.75±1.33 ng/µl. The correlation coefficient (r) between the concentrations of dsDNA in isolations 
DNA obtained by two different methods was 0.84. Analysis of microsatellites showed that each of 
the samples has its own unique genotype which differs from other historical and modern samples 
of individuals. Efficiency of SNP genotyping (Call Rate) of the historical samples was 0.533-0.878 
and 0.958-0.977 for DNA preparations produced using QIAamp DNA Investigator Kit и Prep 
Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit, respectively. The results of microsatellite analysis and 
SNP genotyping, on the one hand, indicate the suitability of the obtained DNA for polymorphism 
research, on the other hand, confirm the compliance of the laboratory in which this analysis was 
performed with the authenticity criteria for working with ancient DNA. Conducting large-scale 
studies of historical samples using different types of DNA markers will clarify the origin and de-
mographic history of domestic cattle breeds and develop effective programs for their conservation.  
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